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(54) Rekombinanter adenoviraler Vektor f Or den Gentransfer 

(57) Es wird ein adenoviraler Transfervektor fur den 
Gentransport einer DNA-Sequenz beschrieben, der aus 
einem adenoviralen Plasmid hergestellt ist, das keine 
naturlichen adenoviralen Proteine mehr exprimiert und 

a) eine erste DNA-Sequenz mil der linken termina- 
len invertierten Sequenzwiederholung (ITR) und 
einem Verpackungssignal des Wildtyp Adenovirus 
(Serotyp 5), 

b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten termi- 
nalen invertierten Sequenzwiederholung (ITR) des 
Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fur RestriktionsendonuWeasen 
enthait, die in den zwischen den adenoviralen 
DNA-Sequenzen einzubauenden Markergenen 
und/oder therapeutischen Genen nicht vorkommen 
und bevorzugt 

d) die ITRs von Schnittstellen einer Restriktionsen- 
donuklease, die selten (d.h. Erkennungs- Oder 
Schneidesequenzen ^ 8 Basenpaare), vorzugs- 
weise Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Aus- 
schneiden des adenoviralen Anteiies des 
Transfervektors mdgltch ist. 
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Beschreibung 



10 



15 



denkann. o^«tei*t««orii«arhi werden In diesen Fallen besteht eine 

t 0002] Es ist bekannt. dass viele ErKrankungen durch Q^f^JJ^fchtaS Gen dem Organises wieder 

[00031 Hamophilie A wird durch einen ch r omoso nr»al ^TciTiram^^rarn 'l^^al^ter? u r^i^wi ndl cJ^tiSi 

U*n Faktor V.I. zur Folge ™ h <^ 

das weibliche Erbgut Obertragen. wobe. * ""^J™^^ 

Behandlung der Hamophilie A ist erst mOghch geworden. im Prinzip die MOglichkeit. 

werden konnten. Bei Faktorenkonzentraten aus ^^^SS^XS Sbertragen werten. obwohl zwi- 
dass bisher nicht bekannte Oder nicht s.cher dentoerbare ,rfe ^ e _ A ;^^tt e se ,^, soiche Agenzien inak- 
schenzeitKch eingefOhrte Inaktivierungsverfahren sow,e d,e eunzelnen ^^eteTVekc^nantli humanen 
tivieren bzw. entfernen. Die Verwendung von m ^^ n £ ^ S^ dTss die Expression des W.ld- 
Gerinnungsfaktoren reduziert ein etwaiges Ris,ko 9^*^ SJart dass das Fak- 

typ Faktor VIII bisher nur in vergleiohswe.se » In den bisher dafur eingesetzten 
tor VIII Molekul ein ungewohnlich groBes Polypeptd .^^J^^JStoL verlauft der Transport des prima- 
Expressionssystemen die ^^"^^^^^^1^^ niohtsehr effizient. was 
ren Translationsproduktes vom endoplasmatechen R f= u '"^ ^ Slturuberstand niederschlagt. 
sioh aufgrund der niedrigen Sekretionsraten ,n ^^^^SSo^^ VIII zu verkurzen. In den 
[0 004] Eshatdeshalbbereits WO91/09122 wird barer* uber die rekombi- 
ln »ernationa.en gleiche biologisohe Wlrkung wie das Wlldtyp 

nante Herstellung von verkurzten Faktor v, ^2f^5IJ^ehnch hOheren Mengen exprimiert werden. 
Faktor VMI-Protein aufweisen. in -nlnr-*jZ-fc^ * ^ vl| , DerK , aten bericn . 

j [0005] So haben beispielsweise J J. Toole et al. uber die " erste """9 "™ IT. hlen (Pr0C Natl Acad . sci. USA (1 986) 
et. denen die Aminosauren 982 bis 1562 Oder die ^^fSS^^^ Vll| - Derivate ' dem die 
83, 5939-5942). D.L Eaton et al. benchteten Obe, ff S^SLn beschrieb die Expression 
Aminosauren 797 bis 1562 fehlen (B,ochem.stry (1986) ^J^ B Patentanmeldung WO 87/04187). 

eines Faktor Vlll-Derivats, dem die Aminosauren 741 ^^T^^X "dm die Lnosauren 747 
5 N. Sarver et al. berichteten Ober die Herstellung und Ex^essic^ ernes Faktor vm uer ■ FaWor V| „. 

bis 1560 feh.en (DMA (1987) 6. 553 * * ^JJ^ Patentan- 
Derivaten. denen die Aminosauren 745 ^ l^errte A^no^en74i oe vl „. De rivaten, 

^T^S^ZL^ Inst. Mitt., (1988) No. 82, 16 
sauren 868 bis 1562 oder JJ^^S veriOrzten Faktor V.ll-Derivate in Saugetierzellirjen 

Snr™zS 

" SS ^ * Expression von verkOrzten X^fXgESZ 
y .ier?e B-Domane des Faktor V.l.-Molekuls ^ischen ^^^^^^^^^oJLr^ 
scheund Cotaktor.Akt.rtat ^^^^^ vc*.e bioiogische Wlrkung dee 

Faktor Vlll-Derivaten zu suchen, d.e sich in nohen ^^"^ dj , ne somafeche Gentherapie 

so Faktor V..I zeigen und f^' ber ^^ 

der Hamophilie A ermoglichen. Die somatsche QenHwe "J^L^ Vlll der im Organismus des Empfangere 
Hamophilie A, mrtderauf diestandigeG^e^n ex^en ^^^^^S^ <* * somatteche 

SnSe^^^ 
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nur ex vivo, sondern auch in vivo im intakten Gesamtorganismus eine sehr hohe Gentransfereff izienz gewahrleisten, 
wie sie mit keinem anderen derzert verfugbaren System erreicht werden kann. Ein solches Vektorsystem ist in der Euro- 
paischen Paterrtanmeldung 0 808 905 bereits beschrieben. 

[001 0] In dieses spezielle Vektorsystem kann allerdings weder die Wildtyp Faktor VII l-cDN A noch eine verkQrzte Fak- 
5 tor VIII-cDNA, die fur ein biologisch aktives Faktor Vlll-Derivat kodiert, eingebaut werden, da sie zu groB sind. 

[0011] Aus der internationale Patentanmeldung WO 96/33280 ist jedoch schon ein adenovirales Helfervirussystem 
bekannt, das bis zu 36 kB einer heterologen DNA in einen nicht mehr replikationsfahigen adenoviralen Vektor aufneh- 
men kann. Dieses System besteht aus einem adenoviralen Vektorkonstrukt. einem oder mehreren Helferviren und 
einer Helferzellinie. Das Vektorkonstrukt kann vervielfaitigt und ein Virionpartikel in der Helferzellinie verpackt werden, 
10 wenn es zusammen mit einem Helfervirus verabreicht wird, das ein defektes Verpackungssignal enthatt. Es steltte sich 
deshalb die Aufgabe, ein derartiges adenovirales Transfersystem so zu modif izieren und zu verbessern, dass es in der 
somatischen Gentherapie zum Transfer fur therapeutisch einsetzbare Gene verwendet werden kann. 
[0012] Gegenstand der Erfindung ist deshalb ein adenoviral er Transfervektor fur den Gentransport einer DNA- 
Sequenz, der aus einem adenoviralen Plasmid hergestelrt ist, das keine naturlichen adenoviralen Proteine mehr expri- 
15 miert und 

a) eine erste DNA-Sequenz mit der linken terminalen invertierten Sequenzwiederholung (ITR) und einem Verpak- 
kungssignal des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) und 

20 b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten terminalen invertierten Sequenzwiederholung (ITR) des Wildtyp Ade- 
novirus (Serotyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fQr Restriktionsendonukleasen errt-hait, die in den zwischen den adenoviralen DNA-Sequenzen 
einzubauenden Markergenen und/oder thera-peutischen Genen nicht vorkommen, wobei bevorzugt 

25 

d) die ITRs von Schnittstellen einer Restriktionsendonuklease, die selten (d.h. Erkennungs- oder Schneidesequen- 
zen £ 8 Basenpaare), vorzugsweise Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Ausschneiden des adenoviralen 
Anteils des Transfervektors mOglich ist. 

30 [0013] Durch die Deletion sdmtliche adenoviraler Gene entsteht eine Verpackungskapazitat von bis zu 36 kb. Will 
man ein solches DNA-Fragment, integriert in ein Plasmid aus diesem ausschneiden, so benfitigt man flankierende 
Schnittstellen fur Restriktionsendonukleasen, die sehr selten schneiden. Die Erkennungssequenzen dieser Endonu- 
Weasen sind meist 4, 6 oder 8 Basenpaare lang. Statistisch gesehen schneidet eine Endonuklease, die eine 6 bp lange 
Erkennungssequenz erkennt, alle 4096 Basenpaare einmal, bei 8 bp aber nur alle 65536 Basenpaare einmal. Urn mdg- 

35 lichst vielfaitig die MOglichkeiten zu haben, verschiedene DNA-Fragmente in ein solches Mini-Vektor-Konstrukt hinein- 
zuklonieren, ist es sinnvoll, ein sehr selten schneidendes Enzym zu verwenden, urn beim Ausschneiden der Mini- 
Vektor-DNA eingefugte DNA-Fragmente nicht zu zerstuckeln. 

[0014] Das in Fig. 1 dargestellt Plasmid pAd5min ist ein Beispiel fur einen derartigen adenoviralen Transfervektor. 
Dargestellt sind die Sequenzen des Plasmids pUC19, an die Liber die Schnittstelle Fsel zunachst die linke terminale 

40 invertierte Sequenzwiederholung und ein Verpackungssignal (ITR und Verpackungssignal= Ad5-LE) mit den Basen- 
paaren 1 bis mindestens 358 des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) angefugt ist. Dann foigen die Schnittstellen Pad, AscI 
und Clal, die mit der DNA-Sequenz der rechten terminalen invertierten Sequenzwiederholung ( ITR = Ad5-RE ) beste- 
hend aus den Basenpaaren 35.705 bis 35.935, wenigstens jedoch aus den Basenpaaren 35833 bis 35935 verbunden 
sind. AnschlieBend ist erneut eine Fsel-Schnittstelle eingefugt Dieses Plasmid-Konstrukt ertaubt das Ausschneiden 

45 des Ad5-Anteil mittels des Enzyms Fsel. 

[0015] Die entstandene lineare DNA enthait die gleichen Enden wie der lineare Adenovirus- Wildtyp, veriangert auf 
jeder Seite urn eine Base Cytosin. 

[001 6] Fse I besitzt eine 8 bp lange Erkennungssequenz und schneidet zum Beispiel nicht die Faktor VIII-cDNA. Das 
Ausschneiden der Mini-Vektor-DNA inWusive Faktor VIII-cDNA und eventueller weiterer Gene/DNA-Sequenzen wird 
so dadurch mOglich, ohne die zwischen den beiden begrenzenden Schnittstellen liegenden Sequenzen zu zerschneiden. 
[001 7] Aus demselben Grund wurde auch auf eine gewOhnliche Multiple Cloning Site (MCS) zwischen den adenovi- 
ralen Enden verzichtet. 

[0018] Das Problem einer gewOhnlichen MCS ist, dass viele Schnittstellen der MCS auch wenigstens einmal im Fak- 
tor VIII vorkommen. Dadurch ist es nach EinfOgen der Faktor VIII-cDNA in die MCS nicht mehr mOglich, eine zweite 
55 Sequenz in die MCS einzufOgen, ohne dabei auch die Faktor VIII-cDNA zu schneiden. Das EinfQgen einer zwerten 
Sequenz zwischen die adenoviralen Enden ware damit nicht mOglich. Die in dem erf indungsgemaBen Plasmid-Kon- 
strukt vorhandene Asc I -Schnittstelle (8 bp Erkennungssequenz) schneidet nicht die Faktor Vlll-Sequenz und auch in 
alien ubrigen Sequenzen sehr selten. Fugt man an diese Asc l-Schnittstelle DNA-Fragmente ein, die auf der einen 
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TO 



natheinander seraM werden. dm *e FaWor VllltDNA , odor an» . g » i^nitf 
,00,91 F« <M Syr**e der Mu »^ ^e*»»* -« «"""• 

Ausschneiden der fdr in vivo-Versuche nicht gewOnschten GFP-sequenz 

zen moglich wild. „ . inmn!m aft e x/ektor so konstruiert wurde, dass der 

[0021] Zusammenfassend ist also festzuhalten. dass da ^S-Tot rf! von therapeutischen Genen wie 
Linbau von Mar kergenen zum B*pM «r das Green F u °^f^^^ der E3-Region leicht 

denen tor Faktor Vlil oder Faktor IX Oder zum Be^ ' ™™ZsS mSSL SchnittsteHen. die jeweils 8 bp lang 
moglich ist. Die Res1riWiOiis«xlo™kl«^n^^<^di^F^el bes *™£Umm** das EinfOgen unterschied- 
sind und daher nur sehr selten schnerden. ^.eRacl una sc ^ ^ ^ 

lichster Gene, da diese nicht von den RestnktonsendonuWeasen ^"™ en ., Qass ^ zur ,^6- 

zeichnet sich aber dadurch aus. dass es im M»<^ ™* fiZS^lEmLlm verschiedener 
rung des Markergens GFP gut geeignet .J wUrtnd I M£ «J °J£2SSi!15w «nes DNA-Fragmenls 
Gene uber die gleichen ^^ t ^^^T^XemX to der ^-Position eine Asd-Schnitt- 
an diese Schnittste.le. wenn * S n D J^^ an die Cia.-Schn*tste.le Woniert werden. 

lisierenden Genen in das V.ruskonstrukt eingebaut werden. Transferve ktor gezeigt, in dem an die Pacl-Schnittstelle 

Klonierung anderer Gene herausgeschnitten werdeir aleichzeiti ae Transfektion mit einer (HEK-293)-Zellinie 

[0024] Fur die Herstellung von rekombinanten ^^^^^^ ^ mtt einem HeKervirus oder 
und mit einem derartgen adenoviralen ^^JS!^£SSJ^,lmm keine adenoviralen Pro- 
35 einem Hellerplasmid notwendig. D " Tran ^ e * w ^ Adenoviren notwendigen 

reint^ 

en>aktor VIII (ATCC 39812 - pSP64-V.II) durch Mm ^^^S Jurde mit dem 
wendung des Restrikiionsenzyms Sal I gewonnen D» dabe 353 bis , .523 kodie- 

Restriktionsenzym Eco Nl (New England Biolate) gesp^en u^^. aw Beispiel 1 

« rende DNA-Abschnitt entfernt AnschlieBend wurden die n£ JJJ^^Sl*^ wurde uber 
beschriebenen OligonuWeotki-Linker s f'" era n ^^ n ^^„ J^S, Irde anschlieBend in den Expres- 

gese1zt cuw viii Poivneotid tonnte nachgewiesen werden. dass es die gleiche biologische Akti- 

[0028] FOr das verkurzte Faktor Vlll-Polypeptia ronnie """'ST™ Pynressionsraten in den verschiedenen 

S aufweist wie der Wildtyp Faktor VI... Dabei wurden ^^^e Expressbnsrate des 

Expressionsmedien beobachtet. die allerdings in den ™* e "™^ «MI*> «-*" 
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Entfemung der B-Domane des Faktor Vlll-Molekuls, deren biologische Funktion bisher nicht geWart werden konnte, 
erhdht also nicht nur die Ausbeute, sondern scheint auch die Stabilitat des verkQrzten Faktor Vlll-Derivats gegenuber 
Proteasen zu verbessern. 

[0029] Die vorstehend genannten Eigenschaften des verkQrzten Faktor Vlll-Polypeptids sind empfehlenswerte Vor- 
s aussetzungen for den Einbau der kodierenden cDNA in einen erf indungsgemaBen Transfervektor, der zu somatischen 
Gentherapie eingesetzt werden kann. Dabei ist anzustreben, die cDNA fur den modrfizierten Faktor VIM in die Leber, 
den physiologischen Syntheseort des Faktor VIII, einzubringen. Aus der VerOffentlichung in J. Biol. Chem. 265, Seite 
7318 ff (1990) ist die Expression eines funktionsfahigen Faktor VIII in Fibrobla- sten der menschlichen Haut schon 
bekannt, wobei der Gentransfer mit einem retroviralen Vektorsystem durchgefQhrt wurde. Zur Einbringung des Faktor 
10 Vlll-Gens in die Leber ist dieses Vektorsystem jedoch nicht geeignet. Dagegen ist der oben erwfthnte adenoviral Vek- 
tor fQr den Gentransfer in die Leber ideal. Durch die Verwendung eines auf diese Weise modulierten Adenovirus und 
die Verwendung dieses Vektors zum Gentransfer unter gleichzeitiger transienter Arrti-CD4-Behandlung des Empfan- 
gerorganismus kflnnte die Expression der Faktor VIII-cDNA auf einem hohen Niveau uber einen langen Zeitraum sta- 
bilisiert werden. Die Anti-CD4-Behandlung wind vorzugsweise mit geeigneten monoklonalen AntikOrpern gegen CD4- 
15 Antigene durchgefQhrt, die sich zeitlich mit der Applikation des adenoviralen Vektors fQr den Gentransfer Qberlappt. 
Das wesentliche Element dieses Transfersystems ist die Kombination des E3-positiven Vektors mit der Anti-CD4-Stra- 
tegie zur Verbesserung des hepatischen Gentransfers. 

[0030] Geeignete monoWonale Anti-CD4-Antikflrper sind solche, die die Signaltransduktion vom CD4-Rezeptor blok- 
kieren oder den Zielorganismus von CD4-positiven Lymphozyten depletieren. Besonders bevorzugt sind jeweils ent- 
20 sprechende humanisierte monoWonale AntikOrper. Dieses adenovirale Vektorsystem ermOglicht es, die 
erfindungsgemaBe cDNA in die Leber als Zielorgan zu transferieren und in Kombination mit transienter Anti-CD4- 
Behandlung eine erheblich verbesserte Toleranz zu gewahrleisten. 
[0031] Die Erfindung wird durch die folgenden AusfQhrungsbeispiele naher eriautert: 

25 Beispiel 1 

Herstellung einer verkQrzten cDNAfur den Faktor VIII 

[0032] Die aus dem Stamm ATCC 39812 - pSP64 - VIII gewonnene cDNA fQr den Faktor VIII wurde in pBluescript II 
30 (KS)-Phagemid (Stratagene) unter Verwendung der Sail Restriktionsstellen Woniert. Das dabei entstehende Plasmid 
PKS-FVIII wurde mit Eco Nl (New England Biolabs) geschnitten und die nicht tempi ementSren Enden durch Einfugung 
von elf Basenpaare umfassenden OligonuWeotid-Bindestucken miteinander verbunden. Hierfur wurden folgende Oligo- 
nukleotide verwendet: 

35 SEQ ID No. 1 : 5 G TCA GGC CTC C 3 ' 
SEQ ID No. 2: 5 AG GAG GCC TGA 3 ' 

[0033] Der korrekte Einbau der VerbindungsstQcke wurde durch eine automatische Fluoreszenz-Sequenzanalyse 
nachgewiesen (Applied Biosystems 373 A). Die entstandene verkurzte cDNA (5,2 kb) kodiert fur ein verkurztes Faktor 
40 Vlll-Protein, in dem die AminosSure 852 mit der Aminosaure 1524 verbunden ist. 

Beispiel 2 

Expressionssysteme 

45 

[0034] Die Wildtyp und die verkurzte Faktor VIII-cDNA wurden in das Expressionsplasmid pCI-neo (Promega) unter 
Verwendung der Sall-Restriktionsstellen Woniert. Fur die Expression wurden CHO-, COS- und HEK-293-Zellinien ver- 
wendet. Das Zellmedium bestand aus 10% fetalem Kaiberserum (BioWhitaker), l% Penicillin-StreptomyctnlOsung 
(BioWhitaker) und Hams F12 (Gibco) fur CHO-Zeilen oder Dulbeccos Modified Eagle Medium (Gibco) fQr HEK-293- 
50 und COS-Zellinien. 

[0035] Die Transfektion wurde auf sechs Mikrotiterplatten (Nunc) bei einer Zelldichte von etwa 70% durchgefQhrt. In 
jeder Vertiefung der Mikrotrterplatte wurden 15 I Upofectamin-Reagenz (Gibco), 1,5 g endotoxinfreie Plasmid DNA 
(gereinigt mit dem Qiagen Plasmid Kit, Endo free maxi) und 1 ml serum-reduziertes Medium (OptiMEM, Gibco) 
gemischt. Nach einer Inkubation von 30 Minuten wurde die Transfektionsmischung zu den Zellen gegeben und dann 
55 bis zu 24 Stunden inkubiert. Die Transfektion wurde dann beendet, indem die Mischung gesammelt und die Zellen 
sofort mit Normalmedium inkubiert wurden. 
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Beispiel 3 

Antigenbestimmung des Faktor VIII 



75 Beispiel 4 

Konstruktion eines kompiett deletierten adenoviral TransferveWors 

q i* Hon i Strand des WWtyp-Adenovirus (Serolyp 5) wurden durch PCR ver- 
100381 ^tp*^ eingesetzt wurden: 

20 vieKaltigt, wobei die Primer Ado-nt m una «uo r.^ 

Basensequenz des Primers Ad5-RE-A (=SEQ ID No. 3): 

* TTG GCG CGC CAT CGA TGC CCA GAA ACQ AAA GCC AAA AAA CCC * 
Basensequenz des Primers Ad5-RE-B (=SEQ ID No. 4): 

» CCC AAG CTT GGC CGG CCA TCA TCA ATA ATA TAC CTT ATT TTG G * 
30 m DadurcHwurdeandasPCR-Produ^inder^^ 

^^T^^X^^^ Biolat) Das — 

J^r^wtdS ?pTs n ideno.rus 5-Endes mit den Primern Ad5-LE-A2 und Ad5-L£-B2 ampler!. 
Basensequenz des Primers Ad5-LE-A2 (=SEQ ID No. 5): 

5' GGG ACQ TCG GCC GGC CAT CAT C AA TAA TAT ACC TTA TTT TGG 3 ' 



40 



Basensequenz des Primers Ad5-LE-B2 (=SEQ ID No. 6): 

* TTG ACQ TCG GCG CGC CTT AAT TAA CGC CAA CTT TGA CCC GGA ACG C * 



!S^lffC:K£!SK^ B KS - ***** —- — — 

Rase Cvtosin. 



virus-Wildtyp, verlangert auf jeder Seite urn eine Base Cytosm. 
so Beispiel 5 

Einbau einer Expressionskassette in das Plasmid pAdSmin 



55 



[0M3] Die DMA for das Green Fluorescent ****** ^^^^^^^ 
SLelleninpABS.^^ 

die Schnittstellen ApoUEcoRI und Kpnl bzw. XW ^JJJ^J^ Ko nnt en aus diesem Plasmid mrttels 

rnS^^s^ . — - — - 
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stellen aus dem Plasmid entfernt werden. Dieses Plasmidkonstrukt wurde pGAdSmin genannt Aufgrund des seftenen 
Vorkommens der Pad-Schnrttstelle kann das GFP-Gen zu spateren Zeitpunklen und nach Klonierung anderer Gene 
immer aus dem Plasmid herausgeschnitten werden. 

Sequenzprotokoll: 



(I) Allgemeine Angaben 



(i) Anmelder: 

15 



20 



25 

(ii) Bezeichnung der Erfindung: 



30 

(iii) Anzahl der Sequenzen: 



(A) Centeon Pharma GmbH 

(B) Emil-von-Behring-Stralie 76 

(C) Marburg 

(D) Hessen 

(E) Bundesrepublik Deutschland 

(F) 39041 

Adenoviraler Transfervektor fur den 
Gentransport einer DNA-Sequenz 

2 



35 



40 



(iv) Zustelianschrift: 



(A) Centeon Pharma GmbH 

(B) P.O.Box 1230 

(C) Marburg 

(D) Hessen 

(E) Bundesrepublik Deutschland 

(F) 35002 



45 



(v) Computerlesbare Fassung: 



(A) DatentrSgen 

(B) Computer: 

(C) Operating System: 

(D) Software: 



Diskette 

IBM PC compatibel 
PC-DOS/MS-DOS 
Microsoft Word 6.0 
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(iv) Patentanmeldungsdaten: 

(A) Anmeldenummer. 

(B) Anmeldedatum: 



(vii) Prioritatsanmeldedaten: 

(A) Anmeldenummer 

(B) Anmeldedatum: 

(ix) Telecommunication Information: 

(A) Telephon: 

(B) Telefax: 



DE 19807265.1 
20.02.1998 



06421/39-2069 
06421/39-4558 



(2) Angaben zur SEQ ID NO. 1: 

(i) Sequenzcharakter: 

(A) Lange: 

(B) Art: 

(C) Strangform: 

(D) Topologie: 

(vi) Herkunft: 
(C) Merkmal: 



11 Basenpaare 
Oligonucleotid 
Einzelstrang 
linear 

Chemische Synthese 
Linker 



(xi) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO. 1: 



G TCA GGC CTC C 



11 
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(2) Angaben zur SEQ ID NO. 2: 



10 



(A) Ldnge : 

(B) Art : 

(C) Strangform : 

(D) Topologie : 



11 Basenpaare 
Oiigonucieotid 
Einzelstrang 
linear 



15 



(vi) Herkunft : 
(C) Merkmal : 



Chemische Synthese 
Linker 



(xi) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO. 2: 



20 



AG GAG GCC TGA 



11 



25 



(2) Angaben zur SEQ ID NO. 3: 



30 



(A) LSnge : 

(B) Art : 

(C) Strangform 

(D) Topologie : 



42 Basenpaare 
Oiigonucieotid 
Einzelstrang 
linear 



35 



(vi) Herkunft : 
(C) Merkmal : 



Chemische Synthese 
Primer 



40 



(xi) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO. 3: 



45 



TTG GCG CGC CAT CGA TGC CCA GAA ACG AAA GCC AAA AAA CCC 42 



(2) Angaben zur SEQ ID NO. 4: 



50 



(A) LSnge : 

(B) Art : 



43 Basenpaare 
Oiigonucieotid 



55 
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(C) Strangform : Einzelstrang 

(D) Topologie . ^eat 

(vi) Herkunft : Chemische Synthese 

(C) Merkmal : Primer 

(xi) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO. 4: 

CCC AAG CTT GGC CGG CCA TCA TCA ATA ATA TAC CTT ATT TTG G 43 



(2) Angaben zur SEQ ID NO. 5: 

(A) Lange : « Basenpaare 

/qj Art: Oligonucleotid 

(C) Strangform : Einzelstrang 

(D) Topologie : linear 

(vi) Herkunft : Chemische Synthese 

(C) Merkmal : primer 

(xi) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO. 5: 

GGG ACG TCG GCC GGC CAT CAT CAA TAA TAT ACC TTA TTT TGG 42 



(2) Angaben zur SEQ ID NO. 6: 

(A) Lange : 46 Basenpaare 

(B) Art: Oligonucleotid 

(C) Strangform : Einzelstrang 

(D) Topologie : linear 
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(vi) 
(C) 



Herkunft : 



Chemische Synthese 



Merkmal : 



Primer 



(xi) Sequenzbeschreibung SEQ ID NO. 6: 

TTG ACG TCG GCG CGC CTT AAT TAA CGC CAA CTT TGA CCC GGA ACG 



PatentansprQche 

1. Adenoviraler Transfervektor fur den Gentransport einer DNA-Sequenz, dadurch gekennzeichnet, dass er aus 
einem adenoviralen Plasmid hergestellt ist, das keine natQrlichen adenoviralen Proteine mehr exprimiert und 

a) eine erste DNA-Sequenz mit der linken terminalen invertierten Sequenzwiederholung (ITR) und einem Ver- 
packungssignal des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5), 

b) eine zweite DNA-Sequenz mit der rechten terminalen invertierten Sequenzwiedertiolung (ITR) des Wildtyp 
Adenovirus (Serotyp 5) sowie 

c) Schnittstellen fur RestriktionsendonuWeasen errthait, die in den zwischen den adenoviralen DNA-Sequen- 
zen einzubauenden Markergenen und/oder therapeutischen Qenen nicht vorkommen und vorzugsweise 

d) die ITRs von Schnittstellen einer RestriktionsendonuWease mit einer Erkennungssequenz £ 8 Basenpaare, 
vorzugsweise Fsel eingeschlossen sind, wodurch ein Ausschneiden des adenoviralen Anteiles des Transfer- 
vektors mOglich ist. 

2. Transfervektor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die erste DNA-Sequenz die Basenpaare 1 bis 
mindestens 358 und die zweite DNA die Basenpaare 35705 - 35935, wenigstens jedoch die Basenpaare 35833 bis 
35935 des Wildtyp Adenovirus (Serotyp 5) umfasst. 

3. Transfervektor nach den AnsprOchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dass er jeweils eine Schnittstelle fur die 
RestriktionsendonuWeasen Clal und/oder AscI errthait, wodurch das wiederholte Aneinanderreihen gleicher Oder 
verschiedener cDNA-Sequenzen an der gleichen Schnittstelle mdglich ist. 

4. Transfervektor nach den Anspruchen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass er eine Expressionskassette mit der 
kompletten oder einer verkurzten, fOr die AminosSuren 1-852 und 1524-2332 codierenden cDNA-Sequenz des 
humanen Faktors VIII und gegebenenfalls weitere Expressionskassetten mit immunmodulierenden und/oder DNA- 
stabilisierenden Genen enthait. 

5. Transfervektor nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass er zusatzlich ein oder mehrere 
Markergene enthait, die zur Entfernung aus dem Vektor von geeigneten Schnittstellen umgeben sind. 

6. Transfervektor nach den AnsprOchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass er mit Hilfe eines adenoviralen Hel- 
fervirus Oder Helferplasmids und einer Helferzellinie konstruiert worden ist. 

7. Verwendung eines Transfervektors nach den Anspruchen 1 bis 6 zur Herstellung eines fur die somatische Genthe- 
rapie einsetzbaren Arzneimittels. 



c 
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FIG.1 



Fsei 





FIG. 2 



Pad 



Fsel 
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